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1   はじめに 

リゾチームのリガンドとなる N-acetylglucosamine

の 4 量体（NAG4）とリゾチームの複合体の中性子

結晶構造解析を行い、反応機構を解明するための準

備として、塩濃度勾配法という方法でリゾチーム単

独での結晶作製を試みた。塩濃度勾配法の特徴は、

リゾチームの大形結晶を短期間で得ることができる

ことだ。しかし、タンパク質がリゾチーム、結晶化

剤が塩化ニッケルの特異的な条件でしか用いること

ができない[1]。 塩化ニッケルには約 8wt%の濃度で

リゾチームの溶解度を極小にする。これによって底

にたまっていた塩化ニッケルが次第に溶けて上方に

拡散していく際にできる塩濃度勾配を利用する。 

 

2実験 

（1）緩衝液の調整 

今 回 、 緩 衝 液 と し て ① 0.05M CH3COOH ／

CH3COONa (pH4.5)、②0.05M HEPES/NaOH（pD7.0）

を用いた。pD は pH メーターを用いて計った。重水

溶液の pHメーター読み取りは 0.4低く調整すればよ

いので[2]、今回は pH6.6で調整した。 

 

① まず、0.2M CH3COOH と 0.2M CH3COONa をそ

れぞれ 50mL 調製し、酢酸溶液に酢酸ナトリウ

ム溶液を pHメーターで確認しながら少しずつ加

えていき、pH を 4.5 に調製した。この溶液と蒸

留水が 1:3 となるように水を加えて 0.05M 酢酸

bufferとした。 

 

② 将来の中性子構造解析実験に向けて、軽水の代

わりに重水を用いて 50mM HEPES緩衝液を作成

した。まず、200mM HEPES溶液を作成し、その

溶液に 200mM水酸化ナトリウム溶液を pD7.0に

なるまで加え、200mM HEPES緩衝液を調整した。

この調整した溶液に 200mM HEPES 緩衝液：重

水＝1：3 になるように重水を加えて 50mM 

HEPES緩衝液とした。 

 

(2)タンパク質溶液の調整 

常温に戻した Merck製のリゾチーム(L6876)を精製

せずそのまま使用した。これを①、②で溶かした。

分光器で濃度測定を行い、これを原液として実験に

おいて使用する濃度に緩衝液を用いて調整した。 

最後にこれを薄めて 10～30mg/mLのタンパク質溶液

を調整した。 

 

(3)結晶化 

まず結晶化剤として NiCl2-6H2O を 1g はかり、

10mL 試験管 5 本の底にそれぞれ入れた。次に

10,15,20,25,30mg/mL のリゾチーム溶液を静かにアプ

ライした。 

 

3   結果および考察 

結晶化結果 

 pH4.5の結晶では一辺 1mmを超える結晶が多数確認

できた。 

pD7.0 の結晶ではリゾチーム濃度が 30mg/mL で一辺

最大で 500μｍ程度の結晶が得られた。 

        
 図 1 塩濃度勾配法によるリゾチーム結晶（pH4.5） 

左 25mg/mL 右 30mg/mL 
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図 2 塩濃度勾配法によるリゾチーム結晶（pD7.0） 

左 25mg/mL 右 30mg/mL 

 

X 線回折実験を行い、データを解析した。緑マッ
プは差フーリエマップで pH4.5 と pD7.0 の両方で水
の酸素原子が完全に消える、10 シグマまで上げ、差
フーリエマップが触媒基の近くに確認できた。溶液
に Ni を使っていることから、そのマップは Ni だと
考えた。 

図 3 の右側の条件とほぼ同じ条件で結晶化したリ
ゾチームの中性子データで、1IO5 という PDB があ
る[2]。そのモデルには、同じ触媒基の近くに Ni が
いない少し不自然なモデルだったが、本実験では Ni

を観測することができた。しかし pH4.5 pD7.0 のど
ちらも触媒基の近くにNiがあったことから、本来観
察したい触媒基のまわりの様子を観察するのが困難
であると予想されたので，複合体の結晶化条件には
使用できないと判断した。 

 

 

 
図 3  X線回折結果 

 

 

4   まとめ 

塩濃度勾配法によって短時間で大形リゾチーム結

晶を得ることができた。 

Niimura ら[2]とほぼ同じ条件で実験を行った結果、

PDB：1IO5 の触媒基付近では確認されていない Ni

を確認し，最近の酸性条件の結果[3]と同様になった。 
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